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MTTTEL ZUR THERAPffi VON MBNSCHLICHEN ERKRAJ^KUNGEN, AUSGEHEND VON ^-CATENIN, SEtNE 
HERSTELX.UNG UND SEINE VHRWENDUNG 

Besclireibimg 

Die Erfindung bemfft Mitiel zur Therapie von menschlich^ Erkmikungen auf der Basis 
vcm Substanzen, die die lateraktion vqn p-Catenin mit Transkriptionsfaktarett und 
Tiunorsuppie&sor-Genprodukten beeittflussen. Darunter befinden sich von LEF-1-/TCF-^ 
Transkripdonsfaktoran und von p-Catenin abgeleitete P^tide und ahnliche MolektUe, 
Sie bettifft feraer ein Verfehren zur Auffindung soicher Substanzen sowie die Anwendung 
des Mittels, bevoraigt fur die Thcr^ie von Tumoral wie Kolonka^zinomen und 
Meianomen. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind demzufolge die pfaarmazeudsche Industrie und die 
Medizin. 

£ 3-Catenin ist ein zytoplasradsches Proteia mit verschiedenen Funktionen in d^ ZelJe. Im 
f ' Komplex njit den ZelladhasionsmolekQIen der Cadherin-Faniilie stellt p-Catenin die 
C\ Verbmdung zum Zytoskeiett her (Hulsken, J, et al-, E-cadherin and APC compete for tiie 
C interaction with beca-catenin and tiie cytoskeleton. J-Cell-BioL 127: 2061-9, 1994). 
L Zusatzlich ist p-Catienin eine Kompanente der Wnt-Signaltcansduktion, die in der 
fc! Embryonalenwickhing eine groBe Rolk spidt. Der Transkriptions&ktor LEF-1 wurde als 
|i Intetraktionspartner von p-Catenin in dies^ Signalkaskade indentifiziert (Behtens, J- et al,, 
^4 Functional interaction of betarcatenin with the txanscnption factor UEF-1. Nature^ 3S2: 
y 638^2, 1996). Der Mechanisnms der Signaitransdufclion durch p-Catenin und LEF-1 ist 
geklart: Er besteht in dem durcfa tEFA vermittelteii Transport von p^Catfinin in den 
Zellkem. Im Zellkem reguliert dieser Komplex die Genexpression durch die im Kompiex 
verandette, LEF-1 induzierfe DNA-Biegung und durch die carboxy-tmninaie 
Transaktivierungsdomane von p-Catenin* Inzwischen wurde gezeigt, dafi auch andere 
Mitglieder der LEF-1 /TCF-Familie vcm Transkriptionsfakcoren, z.B- TCF-4 diese 
Signaltransdukdon vermitteln konnen (Korinek, V. et al.» Constitutive transcriptional 
activation by a betar-catenin-Tcf complex in APC-/- colon carcinoma. Science, 275: 1784- 
87, 1997). 

VcH'aussetzung fur diese p-Catemn-abbangige Signaltransduktion ist die Stabilisiening des 
zytoplasmadschen Pools von freiem, nicht Cadherin-gebundenem p-Catenin. Diesor Pool 
wiard durch die Giykogen-Synlbetase-Kinase Sp, durch das Tumorsuppressor-Gei^odukt 
APC sowie durch Conductin/Axin negativ regulierL 
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Fiir Kaizinome uud Melanome wurde gezeigt, dafi Mutationen im N-Terminus von ^^ 
Cateniii oder in der (J-Catenin-Brndungsdomane von APC diese Reguladon aufliebcn 
(Morin P L et al„ Activatioii of beta-cateom-Tcf signaling in colon cancer by mutations 
in beia!-catemn or APC. Science, 275: 1787-90, 1997). Ms Komequcnz wird der p- 
Cat^-Pool stobiUsiert. In Melanomen fiihrt diese Siabilisiemng ziir LEF4 vennitteiten 
Translokadon von (i-Catenin in den Zellkera, w3hrend in Kolonkarzinomen vor aUem 
TCF-4 diese Funktion erfiiUt. Die transkriptionelle Aktrvifit des Komplexes in Kardnom' 
Zellinien wurde durcb die Akliviening eines Repoitergens belegt, Dariiber hinaus konnte 
gezeigt werden, daB diese Aktivitat in APC-defizienten Kolankatzmom-ZeUinien nach 
WiedereiBfubnmg von APC inhibiert wurde. 

APC-Mutationen wurden in der flberwiegenden Mdirtieit von Kolonkarzinonictt 
identifizieit, wahrend nicht APC-defeiente Tumore Mutationen im p-Catenin-GCT. 
aufwelsen. Das Besullat dieser Mutationen von APC oder p-Catenin ist die Aktivierung der 
Signaltransduktion durch den p-Catenin-LEF/TCF-Kompiex, Es miter^icfat die 
SchliisselroUe von p-Catcnin in der Turaorentstehang. Da APC-Mutationm als ein firiihes 
Ercignis in der Enstehung von Kolcmtumwen identifiziert wurden, ist die Aktivierung des 
p-Caleain-LEF/TCF-Komplaces wahrscheinlich ein zentraler Schritt in dear 
Tumorentstehung. 

Es wurde bereits verOTcht, die ScliliisselroUe von p-Catenin in der Tumorentstehung fiir die 
Entwicklung von Tumortherapeutika auszunutzen. Nahezu zeitgleich wurctei in den USA 
zwei Patentamneldungen vorgenommen, die in^wischen als WOSchriften veroffentlicht 
wurden. Jn WO 98/41631 (Jolm Hopkins Universitat - Vogelstein) wird die 
Beeinflussang von Interakdonen von p-Catenin, TCF-4 tmd dem Tumorsuppressor-Protein 
APC mit dem Ziel der Veriiinderung von Krebsentstehung beansprucht. Dabei wurde 
gezeigt, daB Produkte von mutierten APC-G«ien, die in Kolorefctai-Tumoren nachgewiesen 
wurden, die p<;atenin/TCF-4-Transkriptionsaktivienrag nicht mefar regulieren k5nnen. 
Weiterhin weisen Kolorektal-Tumore mit intakten APC-Genen Aktivierungsmutationen von 
p-Catenin im N-Tenninus auf, was die Funktion der wichtigen Phospborylierungsorte 
beeinfluBt, Daraus wird abgeleitet, daB die Regulierung von p-Catenin fiir den 
Tumorsuppressorwirkung von APC kritisch ist und daB diese Regutietung durcb 
Mutationen in APC oder in p-Catenin umgangen werden kann, Der Hauptans^mich betrifft 
das intronfireie DNA-MoldflU, welches fur TCF-4 kodiett. 

WO 98/42296 (Onyx Pharmaceuticals Inc. - Rubinfeld) betrifft Zusammensetzungen und 
Metboden zur Diagnose und zur Bdbandlung von Krankheiteu, die durch p- 
Catenio/Transkrqjtionsfaktpr-Interaktionen ausgelost werden. Der Hauptanspruch betriSt 
das isolierte, stabilisierte P-Catenin und seine Fragmente, solche Fragmrate sind aUerdings 
nicht angegeben wordeo- 
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Die Mer bescbriebene Erfinduag hat z«m eiaea d^s Ziel, neue Mittel 2ur Behandkmg von 
Karzmomeu bzw. aberranter Gewebs- und Organeotwickiung zor Verfuguflg za stdlen 
Uegt die sperieUe Aufgafae Zttgnmde, die Interaklioo von p-Catenm nut LEF/TCT^ 
Tnuiskriptionrfaktoren ais Voraussetzung der Trsndokation und der Aktivifit des 
Komplexes im Zellkem zu h^^n, Diese Modulation soU spcri&ch sem. d-h. d^fff 
nrit anderea Interakdonen von p-Catenin (z B, mit APC, Conductin oder E-cadherm) mcht 
interferierea. Ein Ziet Erfindung bestebt auBerdem darin, EUSA-Veifeteen zur 
Dutchmusterung von SubstenzbibUotfaeiEen zur Auffindung von Molekulen (u, a. Peptiden, 
organiscben Vetbindungen) zu entmckeln, die hochspezifisch nur jewdls eine Inlcratoon 
des p-Catenin beeinfhissOT. 

Die Eifindimg vmd gemafi den Anspriichen realisiert, die Unteranspriicbe sind 
Varzugsvarianteii, 

M der etsten Realisietting der Eifindung wanlen die Bindnngsdomanen der LEF/TCF- 
Tianskriptionsfaktoten fur p-Catenin idendfiziert (Abb.l). Sie sind Ansgangspunkt ffir die 
Gewinnnng der erfindungsgemSBen Peptide und ShnUcher Molekule, Diese P^ude 
bestehen bevorzugt aus 10-20 Aminosaurea laugeu Sequenzen aus dem N-tenunalen 
Bereich von I^F-l bzw. TCF^ (Abb.2). Besoodere bevorzugt sind es die Peptide 

- bestehend aus den N-tenniualen Aminosaureu 11^34 von LEF-i (Abb.l) folgender 
Setjuenz 

GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEK 

- bestehend aus den N-tenninalen AjninosSuren 14-27 von LEF-1 folgender Sequenz 
ELCATDEMEPFKDE 

^ bestehend aus dcu N^tetminalen Annnosaaren 7-29 von TCF-4 (Abb.2) folgender 
Sequraiz 

GGPDLGANDEUSFKDEGEQEEK 

- bestehend aus den K-tenninalen Aminosauren 10-23 von TCF-4 folgender Sequenz 
DLOANDEUSFKDE 

Bevorzugt sind femer Peptide, in denea die sawen Aminosauren im Abstand von 5 
Aminosaureu angeordnet und durch hydrophobe und basische Aminosauren flankiert sind 
(Abb.2). 
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Diese Peptide koim«i gemafi der Erfindung fiir die Tumoxtherapie eingesetzt warien, 
wofiir zwei piiozipielie Wege moglich sind. 

a) Verwenduag der Peptide als solche 

Ein dirdfler Einsatz der Peptide fiir die Behandlung von Tumoren koirant wegen ihrcr 
InstabilitSt gegeaiiber Proteasen imd wegen des Mangels an Memhranpermeabilitat im 
allgemeinen nicht in Betracht. Eine Stabilisicning erfolgt durch Koppiung mit cinem 
zweiten Peptid, wofQr das sog, Antennapedia-Pepfid RQDEIWFQNRRMEWEE 
bervoTiagend geeignet isL Dieses Peptid ist in der Lage^ bis za 100 Aminosaiiren lange 
angekDppelte Peptide durch Zettooembranen in das Zytoplasnja und den Zellkem zu 
tran&portieresi. Die gekoppelten Peptide ]c5mim vorteflhaft in der Tumortherapie eingesetzt 
werden. 

b) Veiwendung der Peptide zam I>rugde5ign (Peptidmtnrikry). 

Die erSndungsgemafien Peptide dienen auch als Gnmdlage zum Design von Substanzen, 
die duich gezielte Modifikatioxt die StabilitSt und Wirksamkeit ia der Zelle erlidhen 
CPeptidomimetics ). Bdspielsweise kann das durch EinfUbren reaktiver Gruppen^ 
Austauscfa von Aminosauren oder F.Tnfiihnmg nichdiydrolysierbarer peptidahnlicher 
Bindimgen erfolgen. 

Durch den Austansch des Koblenstoffgerustes der Peptide gegen synthetische 
KoMenstDffgeruste mit gleicber Ancndnung voa fimktioneUeu Gruppen kann die StabiHtat 
der Molekule eben&Us erboht werden (Nan-Peptidomioietics), Dieses molekuiare Mmufacy 
der biologischen AktivitSt der von der ntinimalen Bindungsdomane von LEF-l/TCF fiir 3- 
Catenin abgeleiteten infaibitotischen Peptide (Abb.3 und 4) enndgiicbt die Produktion 
potentexer Wirkstofife fiir die Tumortheiapie. 

In einem zweiten Schiitt zur Realisienmg der Erfindung warden die Regionen von 3- 
Catenin identifiziert, die fiir die spezifischen Bindimgen zu LEF-l/TCF-4, APC (20 und 
15 AminosSuren-Repeats eathaltiende Domanen), Condnctin und E-Cadhenn verantwortlich 
sind, Es wurde gefunden, dafi diese Regionen zum Teil iibedappen tmd die Armadillo- 
Donianen 3-8 von P-Catenin betref!fen (Abb*5 und 6)- Der Kempunkt dieses Scfanns 
bescefat daiin, dafi Mutationen von p-Catenin a:2£ugt wurden, welche speziflsche 
Interaktionen zu ejnzclnen Partneni vertdudem. £s bandelt sich im einzelnen um folgende 
Mutationen, be^ogen auf die ia der Anlage beschriebeae Teilsequenz voa p-Catenin 
(Tab,l): 
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Kerne Interaktioa mit I3F-1/TCF^ 
Keine Mterakdon nut APC 20aia 
Keine lateraktion mit APC 15aa 
Keine JateraktioiL xoit Conduc;:tm 

Danut ist ctie MogKciikett gegeben. Peptide und aualoge Moiekme zu genetierea, die 
spezifisch die Jnterakliown von p-Catenin mit APC. p-Catcoin mit Conductin oder 
r^ifffom mit E-Cadhetin hemmen. Diese Molekule eignen sich ebeoso zur Generienmg 
neu^ Phannaka. Dazu wexden potentieUe Kandidaten fur eine canceroscatisctie 
Wirksamkeit mit p-Catemn mid z. LEF-1 untcr Bedingungea in Kontakt gehracht (z-B. 
in einem EUSA), bd denen dicse Proteine eine Bindung eingehen, Es wini dam 
geme&sen, in welchem MaBe diese Bindung dnrcii die zugesetzne Substanz gehemmt wird. 

Die Wnt'SignahraBsduktion und ilure Kon^jonenten spielen ebenfeJls eine Roile bei der 
Entwi<±luiig und Eihaltrng von Gewebai und Organen, 2.B. vtm bestimmten Regionen des 
Gdums, der ExtremitSten, der Niere sowie der Haut. Die gewebsspeaafische Awsschaltong 
des P-Catenin-Gens in der Matis zeigt, daB p-Catenin fur die Entwicfclung der Haut mid 
insbesondere der Haare van Bedeutung ist, Dadurch erstreckt sich die ^findung auch auf 
Verfehren der FSrdenmg der Haut- mid Haatentwickimig durch erhdbte Expression von p- 
Catenin (odcr von stabileretn p-Catemn Das kami man bdspielsweise durdt Inhibition 
der Interaknon mit APC oder Condoctin erreichen. 

So k&mien erfindijngsgemafl spezifische Inhibitoren der P-Catenin /APC- oder der p- 
Cateain /Conductin-Interakdon genutzt werden, um in ZeUen und Geweben erh6hte p- 
Catenin-Konzentxattonen zu erreicfaen. Ebenso fordert Conductin, das ein analoges Protein 
zu Axin ist, den Abbau von p-Cateaiin. Infaibitoren der P-Catejiin/APC-und p- 
Cateain/Conductin-Intaaktion kann eingesetZE; werden, um in OrganCTtwicklungsvorgSnge 
einzugreilcn. Z.B. k&mite so die Haaientwickhmg beim Menschen lokal gefBrdert werden. 

Im Einzehiea wurden folgende Untersuchungen durchgefuhrL 

1. Cbaiakterisienmg des miniroaJen BindungsdomMne von LEF/TCF fiir p-Catenin: 

Zur IdentifiziCTung der minixnalen Bindungsdoinane wurde das *Hefe-2-Hybtid-System* 
eingesetzt (Abb.l). Die mininsaie Bisdungsdomane konate auf die N-tetminaien 
Aminosauren 1 1-27 von UEF-l begrenzt werden^ welches den Aminosauren 7-29 in TCF-4 
enfspricht (Abb*2). Die Xnteraktion von N-terminalen LEF-1 Fragmenten mit p-Cateoin 
wurde anhand der Aktivienmg eines lacZ-Repottergens besttmmt (s. AusfBhrungsbeispiel). 



His 470, Arg 469 

Trp383 

Arg 386 

Phe 253, Arg 274, Tip 338 
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Im ELISA mit syntiietischeii Peptidea wirde ge^eigt, daB caisprechende Peptide (H-34, 14- 
27) die p-Catmin/LEF-l-Komptexbilduag spezifisch iahibieFea- Anaioges gilt fur die 
TCF4 Peptide 7-29 imd 10-23 beziiglich der p-Cateniii/TCF-4-Komplexbildung (Abb-2)- 

Die fOx die Inhibition essentiellen Aminosauren warden durch Synthese mutaoter Pqynde 
idendfiziert (Abb.2)^ Fur die FtinktiOEa d^ Peptide isi eine symmetmche Anordnimg voa 
saurea Aminosauren (Asparagimaure und Glutamijasaure) im Abstand von 5 Aminosatu'ea 
flankiert durch hydrophobe Aminosauren (Leudn, Jteoleucin) und eine basische Aminosauic 
(Lys) wesentUch. Der Austauscfa von Pfaenylalanin oder Lysin durch Alania hefat die 
Inhibition durch das Peptid ebenfalls auf. Die Bedeutung der saiiren und aromatischen 
AtDinosaurereste wtude im Kontext des gesamten LEP-1 Molekiils durch einen Kern- 
Translokationstest (Abb .4) von endogenem p^Catenin und durch einen 
Transaklivicrungstest in SSugerzellen bestatigt. 

C3 2) Charakterisienmg der Interaktionsdomane von P-Catenin fiir LEF-1, APC, Conductin 
'f^ und E-Cadherin. 

¥^ Die Armadillo-Regioii von (3-Catenin wurde von Huber et al. 1997 kristallisiert und durch 
RSntggn-Kristall^Stniktiitanalyse cfaaraktedsiert.. Eine ba^osche Gnibe konnte identifiziert 
g werden, die f!ir die Interaldion mit den sauren Aminosauren von LEF-1 (siehe oben) 
s verantwortlich sein konnte, £s wurden deshalb basische (Lys, Arg, His) sowie einige 
aromatische (Trp) Aminosaoren in den ArmadiUo-Wiederi&oluzigscinheiten 3-9 von 
Carcnm mutiert (Abb .5), Es wurde darauf geachtet, dafi vor ailem £reie AminosSurexeste 
der Helices 3» die die Basis der Gnibe bilden, sowie einige Aminosaurereste des einen 
Q Randes (Helix 1) nuuiert wuidra. Die mutanten f3-Caienine wurden darauf getestet, ob sie 
" ' noch mit den Interaktionsparmeni LEF/TCF, APC, Conductin und E-Cadherin int^gieren 
(Tab.2). Durch dieses Vetfahren konnten kiitische Aminosaurereste von P-Catenin 
identi&dert w^ea^ die fur spezifiscfae Interaktionen von Bed^tung sind (Abb.5 und 6). 
Es ist dadurch gelungcn, spezifische Regioneu von p-Catenin fur die einzehien 
Interaktionspaxtner zu identifizieren (Abb-6), Diese Regionea sind fur die Identifizierung 
von Molekulen wicbtig, welche spezifisch die Intoakdon von p-Catenin fiir LEF-1, APC, 
Conductin oder E-cadherin beeinflussen. 

Der Befund, daB die Bindungsdomanen von P-Catenin mit LEF-l/TCF, APC, Conductm 
und E'Cadherin pardell uberlappen, ist essentiell fSr die Selektion neuer Therapeutika. Die 
Selektion wird z.B. folgendeiroafien durchgefiihit: Es werden Substanzbibliotheken darauf 
getestet, ob sie speadifisch die Xnteraktion von p^Catenin mit LEP-l/TCF, von p-Catenin 
mit APC (20 Oder 15 Aminosaure-Repeats), von p-Catenin mit Conductin oder von p- 
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Cateoin mit E-Cadherin beeinflusse^, Im weiteren werden Peptide oder ahnKche 
Obesflachenstrukturen d^ Armadillo-Region 3-8 von p-Catenin generieri, die durcfa 
Mutation von p-Caiemn identiiiziert wurden^ iind diese werden anscfalieBend auf ihre 
Wirkung anf die Bindnng der verschiedenen Interaktionspartncr getestet- 

Die Interaktion mit LEF-l/TCF-4 ist onkogener Natur, d.h, fSrdett potentiell die 
Krebsentstehimg, die Intemkdonen mit APC, Condtictin und E^Cadherin sind pptentjiell 
anii-onkogen, d.h. sie inhibioren die Krebseatstehung. Jede n«e Substanz, die in den Wnt- 
Signalweg eingreift, mnfi d^halb sorgfaltig auf ihre spezifische Wirkong getestet wexden. 
Die hief vorgestellte CbaraJcterisierung der Bindungsdomane von p-Catenin $tellt dafur die 
Gnmdiage dar. Substanzen, die $pezifisch die P-CateDin/IJBF-l/TCF--4-lntetaktion 
vermindi^, sind deshalb potentielle Anti-Krd^s-Tberapeutika. Substanzen, die die 
Intetakfton za APC, Conductin oder E-Cadherin hemmen, fordem potentieli den Wnt- 
Signalweg und kdnnen zur versdrkten Gewebeentwicklung, z,B. zur Fdrdenmg des 
Haarwuctases eingesetzt werden. 

Die ErOndung soil nacbfblgend durch Ausffihnmgsbeispiele nSher erlSutert werden. 

1 . Identifizienmg der minimalen Bindungsdomane 
von UEF-l fiir p-Catenin: 

Die Interaklion von Teildomanen von LEF-1 mit p-Catenin wurde im Hefe-2-Hybrid 
System dutch Besdmmung der 3-Galaktosida^-Aktivitat nach Angaben des Herstdlers 
(Qontecti) analysiert (Abb.l). Fur diesen Zweck wurde die fiir die N-tenninalen 
Teildomanen von LEF-l kodierende DNA in die Klonienmgsstelle des Lex-A DNA- 
Bindungsdomine enxhaltenden Vektors BTM116 inseriert und durch Seqiienzierung 
uberpriift Die DNA-Fragmente von LEF^l wurden durch Polymecase-Kettenreaktioa 
(PCR) und Inkubation mit Rescdktionsendonukleasen hergestellt Die p-Catenin kodierende 
DNA wurde in den Vektor pGAD424 (Clontech) fiir die Aktivienmgsdomane von GAL-4 
klonie[it (Behren^ et al. 1996). Fiir den Vergleich der Interaktion der Hybride wurden die 
p-Galaktosidase-Aktivitaten unabiiangiger Expedmente gemitteit. 

Die Spezifitat der Xntentkdon der LEF-l-Hybride mit p-Catenin wurde anhand der p- 
Galaktosidase-AkdvitElt von HefCT^, die die I^EF-Hyhride und die GAL-4 
Akiivierungsdomane ohne p-Catenin herstellten, kontrolUert (Abb.l). Die Expression der 
IEF-1 Hybride wurde im Immunoblot mit HefezeU-Lysaten durch Antik0q>er (Clantech) 
gegen die Lex-A-Domane der Hybride kontroHiert. Fiir die Hersteliung der Lysate warden 
gleiche Hefemengen nach Bestimmung der optischen Dichte der Kutairen eingesetzt, 
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2, Charakteri^ienmg der P-Catenia Bindunpdomane voa LEF-l im Test auf dea 
Kenrtxnnspaft. 

Dutch in vitro Mutagenese der cDNA von LEF-l wuxcten punktmutationm in der 
BindungsdomSne von LEF-l fur p-Catenin dngefiihrt. Die Mutagenese erfblgte out dem 
•Transfbnner Site-Directed Mutagenesis Kit" der Finna Clontech nach Angaben des 
Hecstellers. Folgende Aminosauren wutden durch Alanin substitniert: Glu 14, Asp 19, Glu 
20, Phe 24, Lys 25, Asp 26 nnd Glu 27. Die Mutatanten wiirden durcb Sequeozlening 
iiberpruft und in den Vektor pCG-LEF-1 (Behrens et al- 1996) Idoniert. Nach Transfektion 
van MDCK'Zellen mit LEF^l oder seinen Mntanten* wurde die Translqjcation van 
endogenem p-Catcnin in den Zellkexn mit immuncytologischen Methoden analysiert. 
HierfSr wurden je 2,5 x 10^ MDCK-Zellen mit pCG-LEF-1 transfiziert. Die 
Immuaodetekdon von LEF-l erfblgte mit Anti LBF-1 Sexum aus Kanincfaen und Cy2- 
konjugierten Anti-Kaninchen Antikfirpern, die Defiektion von p-Catenin erfolgte mit 
mDnoklonaien Antikorpem imd Cy3-konjugierten Anti-Mans Antikdrpem (Abb.4A). 

3. Cfaaiakterisieruiig und Qoantifiziemng inhibitonscheT P^tide im FJJSA: 

Fizr die Quandiizienuig der Inhibition der LEF-1/p-Catetiin Intefakticm durch synthetische 
Peptide wurdea beide Proteine in Baklenen tekombinant mit N-terminalCT Histidin- 
Sequenzen hergestellt und durch Nickel-Chiomatogra^hie gerdnigt (Betn^(xs et al. 1996), 
Die Peptide wmdm von der Finna Biosyntan mit dem PS$M*8 Automaten (Shimadzu, 
lapan) unter VeKweadung der Fmoc/But-Strategie hergestellt C^. Atherton mid R.C. 
Sheppard- 1989 IRL Press, Oxford: Solid phase peptide synthesis - a practical approach"). 
Ca. 50 ng LEF-l wurde an den N^fen von ELISA-Platten fat 90 Minuten bd 
Raumtempeiatur adsai>iert. Anschliefiend wurd^ die N^fe mit 5% Magermilch-^Pulver in 
PBS fSr 16 Standen bei 4' C abgedectkt. Alle weiteten Schritte erfolglen bei 
Rnumtemperatur in PBS mit SO mM Tris HQ (pH 7.5). Nach dem Waschen der Napfe mit 
PBS warden die Peptidverdiinnungen zugegeben. Die Inkubation mit SO-100 ng ^-Catenin 
wutden fiir 10 Minuten in Gegeawaxt von 200 mg/ml BSA duichgefuhrt. Die 
Komplexbildung von LEF*1 und p-Catenin wurde durch dca Antikorper PA2 gegen den 
Caiboxy-Terminus von p-Catenin nachgewiesen (Hulsken et al. 1994), PA2 wurde fur 10 
Minuten in einer Titecverdimnung von 1:5000 in 3% Magermilcfapnlver in PBS zugegeben. 
Nach dem Waschen der Na^^fe mit PBS erfolgte die Quantifmerung dutch Peroxidase 
konjugierte Nachweisaniikoiper (1:2500 in 3% Magermilchpuiver in PBS, Dianova) und 
den Umsatz von o-Phenylendiamin durch photometrische Messung bei 405 nm bcstijomiL 
Die Peptide wurden in Konzentrationen von 100 uM bis 03 uM eingesem. Zur Kontrolle 
der SpeziiilSt der Inhibition der Interaktion von LEF-l/p-Cateuin wurde p Cateain m den 
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Napfen adsorbiert uad mit dm gieichen Antikorpem in Gegenwart und Abwesenheit der 
Peptide nachgewiesen (Abb.2 imd 3). 

Flit die Mutauonsanalyse der Peptide warden bei der Syntbese die angegebenea 
Ammosauren durcb Alanin ersetzc. Die QoantifizieTung der InMbiticm der Komplexbildung 
vpn b-Catenin und UEF-l erfolgte wie bereit$ beschriebea (Abb.2). 

4) HetsteUung und Testen von Mutanten von {S-Catejodn, die die Interaktion zu LEF-1, 
APC, Condttctm oder E^adberin xnodulieren. 

Die Mutagenese von p-Catenin in den Armadillo-Repeats 3-8 wurde tnit dem ''Mutagenese 
Kit" der Fitma Clontech nach dem Xhnotokoll des HetsteUers durchgefuhrt und die 
Mutanien durch Sequenziening ubeqmift (Abb,5)^ In alien Mutancen wurde die 
ur^pruxtglicbe Aminosaure durcb Alanin substituiert. Fur die Amlyse der Interaktionen 
wurde die fiir die Aminosiuren Leu218^Leu781 kodierende cDNA von itumanen p-Catenin 
(Annadillo-Rq}eat 3 bis zum C-tetminalen Ende des Proteins) oder seinen Mutanten in den 
Fusionsvektor fur die AktivieningsdomSne von G3I-4 (pGAD424, Oontech) kloiiieit. Die 
cDNA fur die Bindungsdomanen der Interaktionspartner wurde in den LexA-Fusionsvektor 
BTM116 klomert Hierfur wurde die cDNA von LEF-1 fur die Axmnosauren 1-99, von 
Conductin fur die Aminosauren Ala342-Arg465, yon humanen APC fur die Aminosauren 
Hisl012-Glttl215 (APC 15 Aminosaure-Repeats) und fur die Axmnosauren SerI259- 
Aspl400 (APC 20 Aminosaure-Repeats) und von E-Cadherin far die Aminosauren Gln773- 
Asp884 (cytoplasmatische Domine) mit entsprechenden Primem PGR ampiiiiziert. Die 
InterakdOQ der Lex-A^Hybride mit p-Catenin und seinen Mutanten wurde anband der p- 
Galaktosidase- Rfiporteraktivitat im Hefe 2-Hybrid System (Protokoll: "Matchmaker", 
Oontech) quantifiziert: (Tab.2 und Abb.6), 
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Legeaden za den Abbadmgen und Tabellen: 

Abb.l: 

Identiflziening der nmiimalen Bimitingsdoniane von LEF-1 fiir p-Catenin, 

Die Interakdon von Teflen der Bindnngsdoiniine von LEF-1 mit p-Catenin wurde anhand 
der p-Qalaktosidase-Reporterakdvitat im Hefe-2-Hybrid System analysiert. Deletion C- 
terminaler Aminosauren von LEF-1 bis zam Glu27 und N-tenninaier Aminosatirai bis zum 
GlylO fiihrt m keinem Verlust der Bindung {11-27), wahrend weiter^s Ddeiionen die 
Interdiction verhindem (11-23, 17-34)- Die minimale Bindungsdomane von I£F-1 fur p- 
Catenin besteht demnach aus 17 Aminosatiren (11-27) und weist einen sauren Ch arak r e r 
anf . Die Teildomane von LEF-i ans Met 21 bis Val 56 zeigt keine Bindungsaktivit2t zu P- 
Catenin. 

O Abb. 2: 

y Cbarakterisierung der mintmalen BindiingsdomSne von TCF-4 duich Inhibition der 
jj Bindung von p-Catenin an LEF-1 im EUSA. 

Syntlietische Peptide aus dem N-Terminus von hTCF-4 mit Substitiitian^ fur die 
S angegebenen Aminosaurereste wurden auf ihre F^gkeit getestet, die Interaktion von LEF- 
B 1 mit p-Catenin za inbibteren. Substitution der sauren Aminosaurereste von Asp 10, AsplS 
£3 und Asp22 von TCF^ durch Alaoin fuhri zur Aufbd>ung der Inhibidon dwxk die 
emsprechen Peptide. Substitution von Phe20 und Lys21 hat die gleiche Wiikung. Durch 
Deletion wurde eine saute, minimaie Bindungsdomane von TCF-4 fur p-Catenin von 14 
0 Aminosawren Lange (AsplO bis Glu23) identifiziert . 

Abb. 3: 

Inhibition der Interaktion von UEF-l und p-Catenin durch synthetische Peptide aus der 
miniznalen Bindungsdomane von LEF-l im EUSA 

Das synthetische Peptid aus der minimalen Bindungsdomane von LEF-1 (10-34) hemmt 
die Interaktion von LEF-1 und p-Catenin im ELISA, Eine Reduktion der Komplexbildong 
auf 50% wird bei einer Peptid-Konzentration von 4 fiM gemessen,. wahrend ein Pq>tid 
von LEF-1 mit den Aminosaurem Ile35'"Val56 die Kompie^bildung nicht hemmt. 

Abb. 4: 

Substitution saurer AminosMure-Reste und von Phenylalanin in der minixnalen 
Bindungsdomane von UBF-l bJockiert die Translokation von p-Catenin in den Zellkem. 
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A. MDCK-ZeUen wiirden mit Wildtyp- und Mutanten von L£F-1 transfiziert wad die 
Translokatioii von endogenem p-Catenin in den Zellkem durch Immunfluoteszensoachweis 
uberpriift. Subsdtulion der saraen Anrinosaurc-Reste von Aspl9, Glu20, Asp26 und Glu27 
durch Alanin bloddert die Tianslokation von p-Catenin in den Zellkem; die Snbsdtation 
der aromatischen Aminosaure Phe24 hat den gleicliea Effekt. Die Substitution von Glwl4 
und Lys25 verhindert die lianslokation nicbt. Pfeile inarlderen die liEF-l transfizienen 
Zellen in der Immunodetektion fur eaidogenes p-Catenin. 

B. V«slach der minimaien Bindungs-Domanen von LEF-1 und TCF-4 mit den 
entsprechenden Positionen der Aminosaucai. 



Abb. 5: 

Mutarionen m Alanin in der ArmadiUo-Doinane von 3-Catenin, die m einsr Reduktion von 
mehr als 70%- der InteraktiQn mit LEF-1, APC, Conductin und E-Cadherin fuhren. 

Die Localisation der Mutadonen in Bewig zum struknirellea Kontett (Helix 1-3, in 
Rahmen) ist dargestelU. Die Zafalen iiber den Aniinosauren in der Sequenz fcennzeichnen 
die analysierten Mutanten. Faiblich marldert sind die Mutanten mit mdff als 70%- 
Reduktion in der liiteraktion fur LEF-1 (rot), APC (blau), Conductin (grOn) und E- 
Cadherin (gelb). Grau unterlegbe Aminosauren steUen in alien Rqpeats bonservierte 
identische und chemisch ahnJicbe Aminosauren dar. 

Abb.6: 

Mutationen in der Armadillo-Domane von p-Cateoin, die spezifisch nur die Bindnng von 
LEF-1, APC, Conductin odef E-Cadherin verhindem, 

Darstellung der Aimadillo-Domaae Repeats 3-8 mit Mutationen, die eine Reduktion der 
jeweiligen Intetakti<m; auf waaiger als 30% (rot) oder anf 30^% (gelb) aufweisen, Mit 
Pfeilen gekennzeicfanet sind die Mutanten, die fOr die jeweilige Interaktion spezifisch sind: 
Arg469 und Hiis470 fur die Bindung voa LEF-l, Trp383 ffir APC (20 Aminosaure- 
Repeats), Aig386 fiir APC (15 Aminosaure-Repeais), Plie253,Arg274 uad Tip338 fur 
Conductin. Die IntetaktiDnen warden im Hefe 2-Hybrid System anhand der p- 
Galakiosidase-Reporteraktivitat bestimmt. 
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Tab.l; 

Aminosauresequenz der Armadillo-Repeats 3-8 von humanen p-Catenin 
Tab,2: 

ZusammensteUung aller p-Catenin-Mutanten mit weniger als 60% Bindungsaktivitat zu dm 
angegebenem Bindungsdomanen von LEF-1, APC, Conductin md E-Cadberin. 
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Tab.2 

Interaktion von p-Catenin-Mutanten mit 
LEF-1, APC (20 und 15 Aminosaure -Repeats), 
Conductin und E-Cadherin 



3-Catenin 
Mutanten 


arm. 
Einh. 




Interaktion mit 
APC-20 APC-15 Conductin 


E-Cadherin 


Phe 253 


3 




40 


17 


- 


His 260 


3 


53 


O ( 


1 


- 


Arg 274 


4 




40 


29 


50 


Lys 292 


4 


- 


28 


5 




Trp 338 


5 


- 


55 


20 




Arg 342 


5 




29 


20 


41 


Lys 345 


5 


38 


0 


22 


27 


Lys 354 


6 


38 


54 


43 


40 


Trp 383 


6 




0 59 






Arg 386 


6 


35 


12 


45 




Lys 394 


7 






42 




Lys 435 


8 




30 


42 




Arg 457 


8 






36 








17 






50 


Arg 469 


8 






His 470 


8 


2 


47 60 







Die Werte geben den prozentualen Anteil der jeweiligen Interaktion 
mit Wildtyp-p-Catenin an. Durch - gekennzeichnete Interaktionen 
Tmsprechen 60 -100 % der Wildtyp-lnteraktion. Die Werte wurden 
in Hefe 2-Hybrid-Assays ermittelt. 
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Patentansprache 
C3enprodukten beeinflnssen. 

-i.i:^t.»« crirratiViin?ea auf dsT Basis voo Substanzen, die 
■7 Mittel zur Tberapie von menschhchea ErloanJamgea am «w 

Geaprodukten hemmen. 
GenprodHttea fiirdern. 

4. Mima mch 1, ^"te^k geta=m..«^ 
mit LEF-1 beeinfluBt. 

5. Mittel nach An^ch 1, dadurch gek^ichnct. daB es die InteraJdioi, voa p-Catenin 
mit TCF-* beeinfluBt 

6. Minel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es die Intenition voa P-Catenin 
mit AFC 15 bzw. AP 20 Aminosaure-Repeats beeinfluBt. 

7. Mittel nadi Anspnxch 1, dadurch gekenn«ichn«, daB es die IntenUrtion von p-Catenin 
mit Conductiji beeinfluBt. 

8. Mittei «ach Anspruch 1, dadurch gdceanzeichnet, daB es die Imeraktion von P-Cateoin 
mit E-Cadherin beeinfluBt. 

9. Peptide, die TeUe der I£F-l-/TCF^Tianskriptionsfektoreii umfassen, und itee 
Vacianten und Mutanteu- 

10. PepUd nach Auspruch 9, bestehend aus 1^40 Aminosauren iangen Sequenz«i aus dem 
N-tenninalen Bereich von LEF-1 bzw. TCF-4. 

11. Peprid nach Anspnich 9-10, bestehend aus den N-terminaien Aminosauren 11-34 von 

LEF-1 folgender Sequenz 
GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEK 
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12. Pepdd nach Anspnich 9-10. bestdiend aus den N-tenninalea Aminosaurea 14-27 von 
I;EF-1 folgcnder Sequeaz 

ELCATDEMIPPKDE 

13. Peptid «ach ADspmch 9-10, besiebend aus den N-tenumalea Aimnosauren 7-29 von 

TCF-4 foigender Sequenz 
GGDDLGANDEOSFKDEGEQEEK 

H. Peptid flach Anspruch 9-10, bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 10^23 vm 
TCF-4 foigender Sequenz DLGaNDEUSFKDE 

15 Peptid nach A^h 9-14. dadurch gekennz«chnet, daB sie sanre Anunosaumi im 
Absirtn 5 A^uren, die durch hydrophobe Annnos.^ Aanlaen n^ «ne 
basiscbe Aminosaure enthalien . 

16 Verwendung der Peptide gemafi Anspiuch 9-15 zur Tumorthsrapie, 
tl7^^J^c^<^ die Peptide n^ eh.e» zweiten Peptid ge,«,ppelt und dan-ch 

in geeigneter Forai appUzjGSt wcrdcn- 

17 V«wendung nach Ansproch 16, dadurch gekem^dcfanet, dafl als zweites Peptid das 
Antomapediapeptid RQIEIWFQNRRMEWEE eingcsetzt wtrd. 

18 Verwendung nach A^ch 16, daduich gekennzeichnet, daB die Peptide und 
Bindungstegionen zur Erhohung der Stability modifiziert (PeptidonmnetKs) 

19 Verwendung der Peptide ^ Bindungsr^onen gen«B Anspnich 16 da^ 
gLnzeichnet, daB ihr Kohlenstoffgeriist gegen Kohletistoffgeruste nnt gletcber 
Auordnung von funktionellen Gnippen ausgetouscht wird (Non Peptidomimetxcs). 

20 Pepdde und 3hnUche Molekule aus der Annadillo-Doniane (arm-Einhei^ 3-8) v^^ 
^.^(Sequenz gemaB Aolagc: Tabelle 1) und die Mutanten im Kan«« de. g^t^ 
p-Catenin-Molekuls . die nundestens eine der spezifischen Interaktionsdonianea za I^-l, 
TCF-4, APC, Conductin Oder E-Cadherin umfessen. 

21 peptide and Bindungsregionen von p-Catenin nach ABspruch 20, die ^^^^^^^ 
L 7o und/oder Axg 469 sowie Fragn^te davon un^ a^-l/TCF-B»dungssteUe). 
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22. p^tenin Mutanten nach A»sproch 20 mit der Mutation His 470 imd/oder Arg 469. 

23. Peptide und Bindiingsregionen von p-Catenin, die den Bereich von Trp 383 sowie 
Fragmente davon urafessen (APC-Bindungsstelle, 20 Aminosaure-Repeat). 

24. p-Caienin Muianten nach Anspiuch 20 mit der Mutation Trp 383, 

25. P€?>tide nnd Bindungsregionen von p~Catenin nach Anspruch 20, die den Bereich von 
Arg 386 soDpie Fragmente davon unifiassen (APC-Bindungsstelle, 15 Aininosg«r&-Kfipeat). 

26. p-Caienin Mutanien nach Anspiuch 20 mit der Mutation Arg 386. 

27. Peptide und Bindungsregionen von p-Catenin nach Anspruch 20, die den Bereich von 
Arg 386, Phe 253, Arg 274, Tip 338 sowie Fragmente davon umfassen (Conductin- 
BindungssieUe) 

28. p-Catenin Mutanten nach Anspruch 20 mit einer oder Kombinationen von folgenden 
Mutationen: Arg 386, Phe 253, Arg 274, Ttp 338 

29. Verwendung von Substanzen, die durch Peptidomimetics Oder Non-Peptidomimetics 
aus den Ansprucfaen 20-28 gewonnen werden. 

30. Verwendung der Peptide und ahnlicher Molddile nach Anspiuch 20-28 zum Aufbau 
von Mitteln zur Behandiung von Turooren, Gewebe und Organschadeu, 2.B. von 
HaarausfaJl. 

31. Verwendung der Peptide und ahnlicher Molekule nach Anspruch 20-28 isum Screening 
von Substanzen, die hodispesrifisch dne der Interaktionen von p-Catenin mit LEF/TCF, 
APC, Conductin oder E-Cadherin hemmen oder verstaxken. 

32. Verwendung der Peptide und Sbnlicher MolekQle nach Anspiuch 20-28, die die 
Interaktion von p-Catenin mit LEF/TCF, APC, Conductin oder E-Cadherin henunen, zur 
Tumortiierapie. 

33. Verwendung der Peptide und SfanUcber Moiekule nach Anspruch 20-28, die die 
Inteiaktion von p-Catenin mit LEF/TCF, APC, COTductin oder E-Cadherin fordem, zur 
Gewebe- und Organ-Regeneration (z.B. Haarwuchsford»iing). 
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34. ELISA zur Dorchmustening von Subsianzbibliotheken, auf Komponenten hin, die die 
lateraktion von p-Catenin mit UEF-l/TCF, APC, Ctmductm mid E-Cadherin beeiiiflussen. 

35. EUSA nach Anspnich 35. enhalteod Peptide und Mutanten so*ie ahnliche Molekiile 
nach dm Anspriichen 9-15, 20-28 scut Identifiziening von Substanzen zor Tumortherapie, 
Gewebe- und Organregeneration. 
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FL Polen 

FT Portuga) 
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3 / o 



Inhibition der LEF-1/p-catenin interaktlon 
durch synthetische Peptide aus der 
Minimaien Bindungs-Domane 



LEF-1 




Peptidkonzentration, pM 



Abb. 3 
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Inhibition der LEF-l/p-catenin lnterai<tion 
durch synthetische Peptide aus der 
Minimalen Bindungs-Domane 




5 0 5 

Inhibitor Peptid, nM 



Abb. 3 
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arm 
repeats 
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8 



Mutants of p-Catenin 



Abb. 5 
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Tab. 2 

Interaktion von p-Catenin Mutanten mit 

LEF-1 , APC (20 und 1 5 Aminosaure -Repeats), 

Conductin und E-Cadherin 



p~Catenln 
Mutanten 


arm. 

Einh. 


LEF-1 


APC-20 


Interaktion mit 
APC-1 5 Conductin 


E-Cadherin 


Phe 253 


3 




40 




17 


- 


His 260 


3 


50 


40 


100 


10 


100 


3 Arg 274 


4 


- 


40 




29 


50 


P Lys 292 


4 


- 


28 




5 


- 


U Trp 338 


5 


- 


55 




20 


- 


1 Arg 342 


5 


- 


29 




20 


41 


h Lys 345 


5 


38 


0 




22 


27 


S Lys 354 


6 


38 


- 


54 


43 


40 


a Trp 383 


6 




0 


59 






' Arg 386 


6 


35 




12 


45 




Lys 394 


7 








42 




Lys 435 


8 






30 


42 




Arg 457 


8 








36 




Arg 469 


8 


17 








50 


His 470 


8 


2 


47 


60 







Die Werte geben den prozentuaien Anteil der jeweiligen Interaktion im 
Vergleich zu der mit Wildtyp-p-Catenin an. Durch "-" gekennzeiclinete 
Interaktionen entsprechen , 60 -100 % der Wildtyp-lnteraktion. 
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MOLEKULSTRUKTUR 



Substanzname 

(-)-ESEROLINE FUMARATE 



MDL-Nr. 



MFCP00055202 



M-AnPTVL-MURAMYL-ALA-ISOGLN'OH 



OH 




HO N 

'oh 

- bH 



ChiTRi 





3.6-DIHYDRQXYBENZONQRBORNANE 



MFCD00065478 



MFCP0007 7441 



N-ACETYL-MURAMYL-ALA-O-ISOGLN-OH 



0"^ ^m. 



Chlral 

o 

N — ^ I 



CH, 




(-)-COTININE 



MFCD00077638 



MFCD00077696 



CEFAMANDOLE SODIUM SALT 



MFCD00082385 
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D D 



0^3 ^ 




(-h/-)-NlCOTlNE-D3 S AL ICYLATE SALT 



BENZYL 1 ,2"DlPHENYL-4-HYDROXY-5-OXO"3-| MFCD00088051 
PYRROUNE-3-CARBOXYLATE 



MFCD000a3448 



1-(4-FLUOROPHENYL)-3- 
PHENYLPYRROUDlNE-2,5-D10NE 



MFCD00097831 




3-PHEraYL-1-{2- 

THIENYLMETHYL)PYRROLlDiNE''2,5-DIONE 



MFCD00097a32 



F N- 




N1-(4-[2.5-DIOXO-1-[4- 
(TRIR.UOROMETHOXY)PHENYLJTETRAHYDR 
0-1 H-PYRROL-3^YL]PHENYL)-2,2,2- 
TRIFLUOROACETAMIDE 



MFCD001 00474 




■f,3-DlPHENYLCYCLOPENTANE-2,4,5TRIONE 



MFCD00101320 
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ETHYL 2-OXO-2-[(2'-OXOAZEPAN-3- 
YL)AMINO]ACETATE 



CH, 



0 / 0 



3-BENZOYL-1 .2,3,1 OB-TETRAHYDRO- 
PYRROLO(2,1-A)1SOQUINOLINE-1 ■ 
CAFBONrTBILE 



L-TRANS-EPOXYSUCCINYL-LEU-3- 
METHYLBUTYUVMIDE 




Chin) :iiICB] 



OH 




-OH 



AJMALINE 



(2S,3R)-3-PHENYLPYRROLIDINE-2- 
CARBOXYUCACID 




MFCD00103142 



MFCD001 23443 



MFCD00132882 



4-(2-HYDROXYOCTAHYDRO-1 ,3,4-METHENO- 
2H-CYCLOBUTA(CD)PENTALEN-2- 
YL)PHENOL 



MFCD001 35652 



MFCD001 42984 



MFCD00155174 
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drugs-nste 2000 



. To ' 

h—fv^^^ r 


yiErHYLC-4-{4-MET~HOXYPHENYL)-2^ ^ 
3ENZYL-7-PHENYL-e,8'DIOXO-3,7- 
3IAZABICYCLO[3.3.0]-OCTANE-B-2- 
DARBOXYLATE 


^FCD002025ie 

■' 


v^L.'''^j 

.„ 

U 


' ' 

METHYL C-4-(4-METHOXYPHENYL)-2- 
BENZYL-7-(4^CHLOROPHENYL)-6,8-D10XO- 
3,7-DIAZABlCYCLO[3.3.0]-OCTANE-R-2- 
CARBOXYLATE 


MFCD00202519 


— 0 / ?i 















■—■ — •• 










" 1 1 










^ 




f*/-)-FPIBATIDINE DIHYDROCHLORIDE 


MFCD00210196 


CIH N 1^ 

- - #><^ 




— 


C[H — " 






CIH 


4-CYCLOPENTYL-NAPHTHALEN-l-YU\MlNE, 
HYDROCHLORIDE 


MFCD00227852 












— 




.^.^^ 
















— 








5"(2,3"DIMETHOXY^PHENYL)-PYRAZOUDlN- 
3-ONE 


MFCD00228403 






Q Q n """"^ 


V, ■ ■ ' < 

1 


























- 

\ 


S-(3,4-DIMErHOXY-PHENYL)-PYRAZOLlDIN- 
3-ONE 


MFCD00229211 


0 
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1 


5-CYCLOPENTYL-2-METHOXY-4-NITRO- 1 
PHENOL 


\/IFCD00230901 




















' — ■■ — 

.. . 




OH 








ChSrat 


i\n id n-QTPAnnYl VMURAMYL-ALA-D- 


MFCD00236777 


























7/7 












_ 




K - 


















^-v-- -" 






ANTHO-RNAMIDE 


MFCD0023S78^ 





























HN*^ • 










1 % ^{^^\ e a/14.BETAVESTRAPENTAEN"3- 
ni -1 7-DNF ACFTATE 


MFCD00271642 



















X X J 




, -^-^ ' • 






^ 






rJORFLUOROCURARINE 


MFCD00274483 


1 1 








ooaJ 








L ^ 




_ 




o 










4,5"DIPHENYLPYRAZOLIDlN-3-ONE 


MFCD00277796 






















-0 5 














4-(4-METHOXY-PHENYL)-2-OXO- 
PYRROLIDINE-aCARBOXYLIC ACID 


MFCD00297824 
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Clh 

• 




of 


+)^EPiBATIDINE HYDROCHLORIDE 1 
FLUOROCURARINE CHUORIDE 


MIFCD00467208 
MFCD00467712 




















. 














V 












MFCD00869528 




QhlTBl . 


{1'S,2'S)-NlCOTINE V-OXIDE 






















9 
















CIH 


SPECS CIF7952 


MFCD01114864 












■ — ^ ^ 
















] 

! 






2-ETHYL-2-(3- 

METH0XYPHErNrYL)PYRROLIDINE 


MFCD01314146 













































N-(TERT-BUTYL)-2-(ISOXAZOL-5- 

YLCARBONYL)DECAHYDROISOQUINOLINE-3- 

CARBOXAMiDE 


MFCD01314517 


















1 
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^ ^ Positiv-Liste 

Molekiil-Klasse lA (Inhibitoren vom Cefamandole-Typ) 




Cefsulodin Cefadroxil 

Molekul-Klasse IB 




AC-(6-0-STEAR0YL)-MURAMYL-ALA-D-IS0GLUTAMINE 
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Posltiv-Liste 

Molekul-Klasse IC 




OH 



3,6-DIHYDROXYBENZONORBORNANE 

Molekule mit Modulationswirkung fur Moiekuikiasse i 




g 1-(4-FLUOROPHENYL)-3-PHENYLPYRROUDINE-2,5-DIONE 




4-(2-HYDROXYOCTAHYDRO-1,3,4-METHENO- 
2H-CYCLOBUTA{CD)PENTALEN-2-YL)PHENOL 



Page 2 



17/08/2000 13:48 +49-30-94692271 



DR BAUMBACH 
Positiv-Liste 




Chiral 



Cefatriaxorie 

HO Chiral 




|L-TRANS-EP0XYSUCCINYL-LEU-3-METHYLBUTYLAMIDE 




ANTHO-RNAMIDE 
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Positiv-Ltste 




Chiral 



N-ACETYL-MURAMYL-ALA^SOGLN-OH 




il ,3,5(1 0),6,8(14BETA)-ESTRAPENTAEN-3-OL- 
1^17-ONE ACETATE 
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